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摘要 ”随机 扩 增 多 态 DNA (RAPD， 分 析 受 诸多 因素 的 影响 ， pe 
PCR 过 ' 增 仪 、 林 辐 厂 家 出 癌 的 TaqgDNA 聚合 酶 和 PCR 缓 让 液 ，RAPD 反应 体系 中 的 引物 浓 
度 ，Mte- 浓 度 ，dNTP 浓度 ，BSA {和 牛 血 清白 蛋白 ; 和 上 明胶， 以 及 模板 DNA 的 量 等 均 可 能 对 
RAPD 东 果 有 趟 同 穆 度 的 影响 。 为 了 使 RAPD 结果 在 人 不同 实验 室 间 具有 重复 性 和 可 比 性 ， 提 高 
RAPD 数据 的 科学 价值 ， 我 们 建议 在 RAPD 分 析 过 程 和 文章 上 写作 中 应 规范 化 。 方 法 部 分 ， 队 一 
般 写 明 的 5 引物 浓度 、TaqDNA 聚合 酶 单位 数 、dNTP 浓度 ，、 每 一 次 PCR 反应 的 循环 条 件 和 循环 
数 竺 外， 还 诬 注 明 PCR 仪 的 制造 三家 及 型 号 、TaqgDNA 聚 台 酶 生产 厂家 、PCR 缓 神 液 的 成 
分 ，Meg* 浓度 ， 模 板 DNA 浓 庄 等、 


关键 词 RAPD， 影 响 因 者 、 规 区 化 DHA, 枉 由 


RAPD (random amplified polymorphic DNA) 技术 是 1 年 由 Williams 和 Welsh 
两 个 钙 究 小 组 同时 发 展 起 来 的 -项 DNA 多 态 检 测 技术 .RAPD 是 一 种 以 10 bp 左右 的 
短语 核 车 酸 为 引物 的 PCR 反应 ， 这 些 引 物 所 含 的 G+C 含量 一 般 为 50% 一 70%， 在 …- 定 
的 退火 条 件 下 能 与 基因 组 DNA 中 互补 顺序 配对 ， 启 动 DNA 的 合成 ‘(Williams 等 ， 
1990:; Welsh 等 ，1991)。 与 RFLP 相 比 ，RAPD 具有 以 下 优越 性 ; :11RAPD 不 需要 使 用 
同位 素 ; 3' 无 需 知 道 受 试 材料 基 内 组 DNA 序列 的 信息 ;'3' 绝 大 多 数 RAPD 标记 遵从 孟 德 
尔 遗 传 ;'1; 操 作 过 程 简便 ， 快 速 等 。 

RAPD 技术 已 被 广泛 应 用 于 动 植 物 的 遗传 作 图 ， 遗 传 多 样 性 ， 以 及 分 类 与 进化 等 方 
面 的 研究 ， 成 为 检测 DNA 多 态 性 的 有 效 遗 传 标记 ( 王 文 等 ，1994; 张 忠 廷 等 ，1994， 
Tigst 等 ，1994)、 通常 的 RAPD 扩 增 条 御 是 ，94C 变性 1 min，36 亿 退火 1 min，72 仑 延 
伸 2 min， 短 个 反应 包括 40 个 循环 ， 以 及 94 世 预 变性 200 s.，72 世 最 后 延伸 300 s 
(Williams 等 ，1990; Welsh 等 ，1991?。Walliams 和 Welsh 曾 指出 影响 RAPD 的 一 些 因 
素 ， 主 要 是 PCR 反应 的 温床、 离子 强度 及 随机 引物 的 长 短 等 。 国 内 外 不 少 学 者 也 对 
RAPD 的 进 火 温度 和 引物 长 三 对 扩 增 效果 的 影响 作 过 讨论 ， 确 定 授 火 温度 的 高 低 直 接 影 
响 RAPD 的 结果 . 且 主 要 表现 为 RAPD 标记 的 弱 带 数 自 的 增 减 ， 明 带 与 弱 带 交叉 出 现 
‘Williams 等 ，1990; Welsh 等 ，1991;， 张 忠 廷 等 ，19947。Caetano-Anolles 等 使 用 
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10 bp 以 下 的 随机 引物 〈( > 5 bp)， 得 到 了 很 好 的 RAPD 扩 增 效果 ， 并 称 此 技术 为 DAF 
(DNA amplification fingerprinting) ‘Caetano-Anolles 等 ，1991)。 然 而 ，RAPD 的 发 
展 历 史 毕 竟 较 短 ， 很 大 程度 上 这 项 技术 还 有 待 于 继续 完善 。 由 于 影响 RAPD 的 因素 较 
多 ，RAPD 结果 在 不 同 实 验 室 间 的 重复 性 和 可 比 性 一 直 困 扰 着 研究 者 们 ， 人 也 给 该 技术 的 
应 用 带 来 不 便 。 这 主要 是 不 同 实 验 室 在 RAPD 的 操作 过 程 和 文章 写作 中 未 能 标准 化 的 结 
果 。 我 们 对 国内 近 两 年 发 表 的 有 关 RAPD 分 析 文 章 的 调查 表明 ， 几 乎 所 有 的 文章 在 方法 
中 仅 写 明 部 分 可 能 影响 RAPD 的 因素 ， 一 般 未 注 明 TaqDNA 迹 合 醇 来 源 、PCR 缓冲 系 
统 的 成 分 、PCR 扩 增 仪 生产 厂家 、 模 板 DNA 的 浓度 等 ， 似 乎 对 这 些 因 素 有 不 同 程度 的 
和 忽视。 本 文 拟 研 究 上 述 易 为 研究 者 忽略 的 因素 对 RAPD 结果 的 影响 ， 以 促进 RAPD 分 析 
向 标准 化 发 展 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

本 实验 分 别 采 用 懒 猴 和 冬虫夏草 作为 RAPD 分 析 的 材料 来 源 ， 基 因 组 DNA 的 提取 
方式 为 ， 懒 狼 用 蛋白 醇 K 法 《 王 文 等 ，1994)， 冬 虫 夏 草 用 CTAB 法 (Jeffrey 等 ， 
1991)， 提取 的 总 DNA 均 经 苯酚 ，1 : 1 的 苯酚 和 气 仿 〈 气 仿 异 : 成 醇 = 24 : 1) 混合 流 
以 及 氯仿 〈 气 仿 异 ; 成 醇 =24 : 1) 分 别 抽 提 12 一 24 h， 取 上 清 补 加 入 2 倍 体积 的 无 水 乙 
醇 沉 淀 DNA。DNA 干燥 后 用 适量 的 TE 缓冲 湾 (10 mmol/ L Tris-HCI、pH 8.0, 1 
，mmol/AL EDTA) 溶解 ， 保 存 于 4 尼 备 用 。 
1.2 PCR 参数 的 选择 

在 研究 中 ，RAPD 扩 增 的 基本 条 件 是 ，PCR 反应 体积 为 10 Wl， 其 中 包括 10 
mmol/ L Tris-HCL pH 9.0，50 mmol/L KCL 2.5 mmol A/L MgCl,, 0.1 mmol/L 的 每 
种 dNTP, 0.001% 明 胶 或 4 mg/ ml 的 BSA, 0.2 jmol/L 引物 ，25 ng 的 基因 组 DNA， 
1 U Taq DNA 迹 合 醇 《 华 美 生物 工程 公司 出 品 }， 反 应 混合 物 用 20 以 石 暴 油 覆盖 。 每 个 
反应 为 40 个 循环 ， 每 个 循环 包括 94 亿 变性 60 s，36 艺 退火 60 s, 72 尼 延伸 120 s。 首 次 循 
环 前 先 在 94C 预 变 性 200 s， 最 后 一 次 循环 后 在 72 世 延伸 300 s， 并 且 每 次 PCR 反应 均 
设置 不 含 DNA 模板 的 空白 对 腿 。 

我 们 每 次 仅 改变 1 个 PCR 参数 ， 并 保持 其 他 条 件 不 变 ， 以 确定 读 参 数 对 RAPD 结 
果 的 影响 。 我 们 研究 的 参数 包括 以 下 一 些 ， 
1.2.1 不 同 公司 生产 的 PCR 扩 增 仪 《军事 医学 科学 院 北 京 新 技术 研究 所 研制 的 1109 型 
PCR 扩 增 仪 和 美国 STRATGENE 公司 制造 的 Robocycler Gradient 40 型 PCR 扩 增 
仪 )。 
1.2.2 不 同 厂家 《华美 生物 工程 公司 和 北京 医科 大 学 免疫 室 ) 生产 的 TaqDNA 豪 合 醉 。 
1.2.3 模板 DNA 浓度 。 模 板 DNA 样品 经 售 比 稀释 ， 分 成 4 组 。 观 察 不 同 模板 DNA 
的 量 对 RAPD 结果 的 影响 情况 。 
1.2.4 缓冲 系统 (包括 Mg 浓度 ，dNTP 浓度 ，BSA 和 明胶 等 )。 
1.3 RAPD 产物 的 检测 

RAPD 产物 用 1.5% 的 琼脂 精 凝 胶 电 泳 分 离 ， 溴 化 乙 锭 染色 后 在 STRATAGENE Ea- 
gle Eyes 开 自 动 成 像 仪 成 像 。 
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2 结果 和 讨论 


RAPD 技术 发 明 以 来 ， 广 泛 应 用 于 动物 ， 植 物 ， 微 生物 等 各 个 领域 遗传 多 样 性 研 
究 ， 基 因 作 图 ， 家 畜 的 品系 鉴定 及 物种 的 进化 研究 。 尽 管 RAPD 技术 有 许多 其 他 分 子 生 
物 学 技术 无 法 比拟 的 优点 ， 但 在 一 定 程度 上 还 有 竺 于 进一步 完善 。 目 前 发 现 影响 RAPD 
结果 的 因素 很 多 、 主 要 有 ， 引 物 的 长 每 、 引 物 的 G%+C% 的 含量 、 参 加 反应 的 引物 浓 
度 、 Taq DNA 聚合 酶 的 来 源 及 用 量 、PCR 扩 增 区 的 广 家 与 性 能 、 PCR 反应 的 变性 、 
退火 和 延伸 的 温 着 与 时 间 、 缓 冲 液 的 组 成 《Mg2#+ 衫 度 ， 是 否 加 BSA 与 明胶 ，dNTP 的 被 
度 等 )、 模 板 DNA 的 量 等 。 通 常 在 做 RAPD 时 ， 引 物 的 长 短 ，G%+C% 的 含量 ， 引 物 
的 量 ， TaqDNA 聚合 酶 的 用 量 及 PCR 反应 的 变性 ， 退 火 和 延伸 温度 与 时 间 均 受到 人 们 
的 重视 ， 在 RAPD 操作 过 程 中 通常 也 是 恒定 的 ， 而 其 中 TaqDNA 聚合 酶 的 来 源 ， PCR 
扩 增 区 的 生产 厂家 与 性 能 ， 缓 冲 液 的 组 成 《Mg 的 铺底，dNTP 浓度 ， 是 否 加 BSA 与 明 
胶 等 ) 以 及 参加 PCR 反应 的 模板 的 量 、 这 些 因素 往往 被 人 们 所 忽视 。 下 面 我 们 对 容易 被 
大 们 忽视 的 ， 但 又 对 RAPD 结果 产生 影响 的 几 个 因素 进行 探讨 。 ee 
2.1 我 们 分 别 使 用 军事 医学 科学 院 北京 新 技术 应 用 研究 所 研制 的 1109 型 PCR 扩 增 仪 和 
美国 STRATAGENE 公司 制造 的 Robocycler Gradient 40 型 RCR 扩 增 仪 对 懒 钦 和 冬 虫 
夏 草 DNA 样本 进行 RAPD 扩 增 ， 在 其 它 反 应 条 件 均 相同 的 情况 下 ， 获 得 的 RAPD 结 
果 有 差异 ， 表 现 为 一 些 弱 带 的 增 减 ， 但 差异 不 很 显著 。 因 为 不 同 厂家 生产 的 PCR 扩 增 仪 
在 性 能 上 上 有些 不 局， 而 导致 RAPD 扩 增 结果 的 差异 。 
2.2 我 们 用 华美 生物 工程 公司 生产 的 TaqDNA 聚合 酶 及 配套 的 缓冲 液 和 北京 医科 大 学 
免疫 室 生 产 的 TaqDNA 聚合 酶 及 配套 的 缓冲 液 在 使 用 了 酶 的 单位 数 分 别 为 1 U 和 0.5 U， 
并 且 控 制 其 他 PCR 反应 条 件 均 相同 的 情况 下 ， 都 用 美国 STRATAGENE 公司 制造 的 
PCR 芍 进 行 随机 扩 增 。 观 察 不 同 厂 家 生产 的 Taq DNA 聚合 酶 和 不 同 酶 的 量 是 否 对 
RAPD 结果 产生 影响 。 图 1 列 出 扩 增 的 结果 ，、 从 司 猴 和 冬虫夏草 扩 增 的 RAPD 谱 带 看 ， 
上 述 两 个 厂家 生产 的 Taq DNA 聚合 酶 扩 增 的 RAPD 结果 有 些 差异 ， 有 的 表现 在 片段 的 
分 子 量 夫 小 ， 也 有 的 是 扩 增 的 片段 数目 多 少 不 一 ; 同时， 不 同 TaqDNA 聚合 酶 的 量 扩 增 
的 RAPD 结果 也 有 差异 ， 使 用 1 U TaqDNA 诊 合 酶 扩 增 的 谱 带 明显 比 使 用 0.5 U 
TaqDNA 聚合 酶 扩 增 的 谱 带 多 。 这 说 明 ，、(1) 不 同 产 家 从 不 同 的 菌株 上 分 离 的 TaqDNA 
聚合 酶 可 能 在 性 能 上 有 些 差异 ， 从 而 导致 扩 增 结果 的 差异 ; (2)TaqDNA 聚合 酶 的 量 引 起 
扩 增 结果 的 差异 ， 可 能 与 RAPD 反应 的 随机 扩 增 有 关 。 
2.3 ”我 们 将 懒 狼 和 冬虫夏草 的 模板 DNA 稀释 成 4 个 不 同 的 梯度 ， 即 参加 PCR 反应 的 
模板 DNA 浓度 分 别 为 1.25 ng、5 ng、20 ng、80 ng。 在 美国 STRATAGENE 公司 生 
产 的 Robocycler Gradient 40 型 PCR 仪 上 ， 分 别 用 华美 生物 工程 公司 生产 的 Taq DNA 
聚合 酶 进行 随机 扩 增 。 图 2 显示 了 OPF06 和 OPG05 扩 增 的 RAPD 结果 。 从 图 中 看 
出 ， 模 板 DNA 的 有 量 对 RAPD 结果 有 影响 ， 模 板 DNA 的 量 多 于 25 ng. 扩 增 的 RAPD 
庶 带 反而 会 变 少 。 我 们 认为 引起 这 种 现象 的 主要 原因 可 能 是 由 于 随机 引物 与 不 同 浓度 的 模 
板 DNA 结合 的 有 所 不 同 。 
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图 | 为 OPG05 引 物 扩 增 的 RAPD 结果 
Fig.1 The RAPD results produced by OPGOS 

1 一 4 为 冬虫夏草 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 :5 一 8 为 情 狠 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 ，1、5 和 2、6 分别 为 10U 和 , 
0.5 U 华美 生物 工程 公司 生产 的 TaqDNA 京 侣 酶 扩 增 的 RAPD 产物 ，3、7 和 4、8 分 别 为 10U 和 05 北京 医科 

太 学 免疫 室 生 产 的 TaqDNA 豪 澡 酶 扩 增 的 RAPD 产物 ，M 为 4DNA-HindH 7/ EcoRI。 

No 1-4 are the products amplified by winter worm, summer grass Lemplate DNA. No 5-8 are products amplified by 

slow lorns template DNA. Among those. No 1.5 and No 2.6 are the products of 1.0 U and 0.5 U TagDNA 

polymerase produced by Jastitute of Immunity, Beijlng Medical University respectively. No 3,7 and No 4.8 are the 

products of 1 .0 U and 0.5 TU Tap DNA polymerase produced by SABC respectively. M is 4 DNA-HmdH / EcoR I. 


M12345678 M123456738 





(a) (b) 


图 2 不 同 浓度 的 模板 DNA 在 OPF06 和 OPG05 两 个 随机 引物 扩 增 的 RAPD 结果 
Fig2 The RAPD results of different concentrations of template 
DNA produced by OPF06 and OPG05 

(a) 为 OPF06 扩 增 的 RAPD 产物 ， (b》 为 GPG05 扩 增 的 RAPD 产物 。1 一 4 为 模板 浓度 分 别 为 1.25、5、20、 
80 ng 的 冬虫夏草 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 ，5 一 8 为 模板 浓度 分 别 为 1.25、5、20、80 ng 的 期 猴 DNA 扩 增 的 
RAPD 产物 M 为 2DNA-Hind I /EcoR I。 

la} is amplified by OPGO0S; {b) js produced by DOPF06. No 1-4 are the products amplified by 1.25, 5, 20, and 80 ng 
of winter worm summer grass template DNA respectively: No 5—8 are the products amplified by 1.25. 5. 20. and 80 
ng slow lorris template DNA. M is . DNA—Hind[ ; EcoRI; 


2.4 我 们 通过 以 下 方法 改变 缓冲 系统 的 成 分 ， 观 察 它 们 对 RAPD 结果 的 影响 情况 。 中 
在 RAPD 反应 体系 中 分 别 使 用 1.5 mmely 工 和 2.5 mmol/L 的 Mg 的 浓度 地 分 别 
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加 入 2 mg/ ml BSA ( 牛 血 清白 蛋白 ) 和 0.001% 明胶 等 TaqDNA 聚合 酶 稳定 剂 ; 人 分 
别 使 用 0.05 mmol/lL 或 0.1 mmol/L 的 dNTP。 央 3 显示 了 扩 增 的 RAPD 结果 。 
RAPD 反应 体系 中 使 用 1.5 mmol/ L Mg 和 0.05 mmol/L dNTP 强 冲 液 ， 扩 增 的 
RAPD 谱 带 明显 少 于 使 用 2.5 mmoly L Mg 和 0.1 mmol/ L dNTP 组 冲 液 扩 增 的 
RAPD 谱 带 数 ， 表 现 为 明 带 成 弱 带 或 消失 ， 弱 带 则 消失 RAPD 反应 体系 中 车 同时 加 入 
2mg/ ml 和 0.001%BSA 和 明胶 ， 或 只 加 入 其 中 的 任何 一 种 ， 或 不 加 BSA 和 明胶 ， 均 
可 得 到 RAPD 产物 ， 但 得 到 的 RAPD 谱 带 差异 很 大 ， 同 时 加 入 BSA 和 明胶 时 ， 
RAPD 片段 数 明显 增加 ， 不 加 BSA 和 明胶 扩 增 的 片段 数 明 显 减少 ， 基 至 不 扩 增 。 只 加 
BSA 或 只 加 明 赚 扩 增 的 效果 基本 一 致 。 以 上 结果 说 明 在 RAPD 反应 中 ， 使 用 2.5 
mmol/ LL Mgt.0.1 mmol/L dNTP.2 mg/ ml 的 BSA 和 0.001% 的 明胶 RAPD 扩 增 
的 效果 较 好 。 其 中 BSA 和 明胶 的 作用 基本 相同 ，、 我 们 建议 在 RAPD 反应 中 只 加 一 种 。 
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图 3 不 同 浓度 襄 Mg”*、dNTP 及 加 入 BSA 和 明 胺 条 件 下 ，OPF06 扩 增 的 RAPD 产物 
Fig.3 The RAPD results of different concentration of Mg’!', dNTP 
and honing BSA and gentin amplified hy OQPFO6 

a) 为 下 同 浪 度 的 Mg*“、dNTP 扩 增 的 RAPD 产物 .1 一 4 为 熏 逻 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 5 一 8 为 冬虫夏草 
DNA 扩 增 的 RAPD 产物 其 中 1、5 为 15mmol. 工 的 Mg 2， 6 为 25 mmo]/ 工 的 Me* 3, 7 为 005 
mmol /上 的 dNTP; 4、 8 为 0 | mmol, LI 的 dNTP， 

人 by》 为 加 和 BSA f 牛 血清 冉 看 月， 和 明胶 扩 增 的 RAPD 产物 | 1 一 4 为 冬虫夏草 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 ，5 一 8 为 
后 猴 DNA 扩 增 的 RAPD 产物 。 共 中 ]、5 没 加 BSA 和 明胶 | 2、6 只 夯 人 0.01% 明 上 胺 3，7 只 加 入 2mg/ml 
BSA 4，8 同时 加 和 2 mg ml BSA 和 0.013o 上 明胶。M 为 iDNA-Hind0 /EocRI。 

(a) 1s products of jomng Meg*'and dNTP, No (~4 are the products amplified by slow lorris template DNA, No 5-8 
are products amplificd by winter worm, summer grass template DNA. Among those, No 1.5 by 1.5 mmol/ L 
Mg No 2,6 by 2.5 mmol/ LL Meg: No 3.7 by 0.05 mmol / L dNTP: No 4.8 by 0.1mmol.’ L dNTP. 

lb) js Products of jhontag BSA and gentin. No l~4 are the products amplified by winter worm. summer grass 
template DNA.: No SA are products amplified by slow lorris template DNA No 1,5 by jiomneg neither BSA nor 
Bentin; Na 2.6 by poning 0 DN genbn No 3.7 joning 2 mg, ml BSA., Mo 4,8 by loning both 2 mg * ml] BSA 
and D001% gentin. NM 1s 4 DRA~-Hnd DD “EcoRT 


尽管 影响 RAPD 的 因素 很 多 ， 但 只 要 条 件 稳定 ， 其 结果 有 具有 重复 性 。 因 此 RAPD 
技术 本 身 是 稳定 的 。 由 于 RAPD 的 发 展 历史 较 短 ， 我 们 国内 的 一 些 实验 室 在 从 事 RAPD 
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研究 工作 时 ， 可 能 对 影响 RAPD 结果 的 某 些 因素 重视 不 够 ， 因 此 不 同 实验 室 的 工作 缺乏 
重复 性 和 可 比 性 ， 造 成 RAPD 设 能 充分 发 挥 其 应 有 的 科学 价值 。 我 们 对 1993 年 和 1994 
年 发 表 于 中 国 科学 、 科 学 通报 、 遗 传 和 遗传 学 报 上 有 关 RAPD 方面 的 文章 做 了 一 次 统 
计 ， 总 共 14 篇 ， 其 中 注 明 PCR 仪 生产 厂家 及 型 号 的 有 5 篇 ， 注 明 3 引 物 的 生产 厂家 有 11 
篇 ， 注 明 Taq DNA 生产 厂家 的 有 5 篇 ， 注 明 PCR 反应 条 件 的 有 13 篇 ， 注 明 PCR 缓冲 
液 成 分 的 有 10 篇 ， 注 明 反应 系统 中 引物 浓度 、TaqDNA 聚合 酶 单位 数 、dNTP 浓度 的 各 
有 11 篇 ， 注 明 参 加 反应 Mg 浓度 的 有 9 篇 ， 注 明 是 否 加 入 明胶 或 BSA 〈 牛 血清 白 蛋 
白 ) 及 可 入 量 的 有 5 篇 ， 注 明 PCR 反应 模板 量 的 有 10 篇 。 儿 乎 设 有 一 篇 文章 注 明 所 有 
可 能 影响 RAPD 的 因素 。 从 以 上 的 统计 数据 中 可 以 看 出 ， 通 常 为 大 家 忽视 的 是 PCR 扩 
增 仪 的 厂家 和 型 号 、TaqDNA 聚 台 酶 的 来 源 等 。 如 果 一 篇 RAPD 分 析 的 文章 不 注 明 以 
上 这 些 可 能 影响 RAPD 的 因素 ， 那 么 不 同 实 验 室 之 间 很 难 获 得 重复 性 的 结果 。 为 了 使 不 
同 实验 室 之 间 的 RAPD 结果 有 重复 性 和 可 比 性 ， 因 此 我 们 建议 ， 当 我 们 在 分 析 RAPD 
结果 有 时、 一 定 要 详细 地 注 明 扩 增 RAPD 的 PCR 仪 的 厂家 和 型 号 ，TaqDNA 聚合 酶 厂家 
和 用 量 ; PCR 缓冲 液 生 产 厂 家 ， 包 含 那些 组 分 ;使 用 的 Mg** 浓 度 ; 引物 的 长 度 ; 
G%+C% 含 量 以 及 浓度 ; dNTP 的 浓度 。 注 骨 加 BSA 还 是 加 明胶 作为 TaqDNA 聚合 酶 
的 稳定 剂 ， 模 板 DNA 的 浓度 以 及 RAPD 反应 的 变性 、 退 火 和 延伸 的 时 间 与 温度 等 。 以 
便 使 RAPD 分 析 具 有 更 好 的 稳定 性 ， RAPD 数据 在 不 同 的 实验 室 间 上 共有 良好 的 可 比 
性 。 
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STUDIES ON FACTORS IN RANDOM AMPLIFIED 
POLYMORPHIC DNA ANALYSIS 


Chen Yongjiu Zhang Yaping 
(Laboratory of Celiular and Moilecular Evolurion, Kunming Institute of 


Zovlogy, The Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223) 
Abstract 


In thls paper, we studied factors which may affect the results of random amplified 
polymorphic DNA. We found that different PCR amplifier. TaqDNA polymerase, and con- 
centration of Me’'. dNTP, BSA, gentin, and template DNA may result in different RAPD re- 
sults. To make the RAPD data more repeative and comparitive. we recommand that those 
factors should be clearly stated in all the paper. 

Key words RAPD, Affected facters. Standardization 


Fs: . 


:获奖 项 目 介绍 


人 


“猕猴 属 的 分 子 进化 研究 " 获 云南 省 自然 科学 一 等 奖 


该 项 目 在 国家 自然 科学 基金 的 资助 下 ， 率 先 在 国内 采用 线粒体 DNA(mt DNA) 限 制 
性 片断 长 订 多 态 (RFLP) 分 析 等 先进 手段 ， 开 展 灵 长 类 分 子 系统 学 、 分 子 生 态 学 和 衰老 生 
物 学 等 方面 的 研究 。 开 创 性 地 确定 了 社会 结构 对 基因 进化 的 影响 ， 第 一 次 在 分 子 水 平 构建 
了 竹 猴 属 8 个 种 23 个 地 理 群体 的 系统 树 ， 理 浦 了 分 类 和 系统 中 的 一 些 关 键 和 疑 仅 问题 ， 
为 进一步 综合 研究 灵 长 类 的 分 类 、 起 源 和 进化 提供 了 宝贵 的 基础 性 资料 。 并 提出 了 我 国 恒 
河 猴 的 辐射 是 由 西南 向 东 ， 共 有 3 条 路 线 等 一 些 爹 新 的 观点 ， 首 次 发 现在 襄 老 过 程 中 ， 脑 
mtDNA 席 列 无 明显 变化 ; 同时 还 改进 了 mtDNA 的 研究 方法 。 共 发 表 研 究 论 文 14 篇 ， 
其 中 国际 核心 期 刊 2 篇， 国际 会 议论 文 4 篇 ， 国 际 专著 论文 1 篇 ， 国 内 核心 期 刊 4 篇 。 

该 项 成 果 侧 重 于 基础 理论 研究 ， 但 在 应 用 上 也 有 一 定 的 意义 ， 该 项 工作 为 锋 猴 这 一 重 
要 的 实验 动物 提供 了 丰富 的 遗传 背景 资料 。 
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